免疫相关性血细胞减少症(immuno-related pancytopenia, IRP)是由于某种原因导致机体产生抗骨髓造血细胞的自身抗体从而抑制和(或)破坏骨髓造血细胞引起外周血细胞减少的一种自身免疫性血细胞减少性疾病[@b1]--[@b2]。DNA甲基化是一种重要的基因表达调控方式，在免疫紊乱、肿瘤发病中起重要作用[@b3]。CD70是B淋巴细胞的一种协同刺激因子，在与其受体CD27结合后可活化B淋巴细胞并刺激自身抗体产生[@b4]。目前，多项研究证实在系统性红斑狼疮(SLE)、类风湿性关节炎(RF)、系统性硬皮病(SSC)等多种自身免疫性疾病CD4^+^ T淋巴细胞中，CD70表达显著增高且与CD4^+^ T淋巴细胞的低甲基化有关。本研究中，我们对IRP患者CD4^+^ T淋巴细胞中CD70的表达及其启动子甲基化水平进行研究，探讨CD70在IRP中的作用，进一步探索IRP的发病机制。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2012年12月至2013年12月我科明确诊断的IRP患者共35例，诊断标准参照文献[@b1]--[@b2]。其中初治组16例，男7例、女9例，中位年龄30(11\~54)岁。恢复(经免疫抑制及促造血治疗后血常规恢复正常)组19例，男8例，女11例，中位年龄29(8\~67)岁。正常对照组为15名健康志愿者，其中男7名，女8名，中位年龄40(20\~76)岁。患者及对照者进入本研究均签署知情同意书。

2．主要试剂与仪器：CD4免疫磁珠购自德国Miltenyi Biotec公司；CD4-异硫氰酸荧光素(FITC)、CD70-藻红蛋白(PE)、CD5-FITC和CD19-PE抗体均购自美国BD公司；M-MLV逆转录试剂盒和SYBR Taq酶购自美国Invitrogen公司；DNA提取试剂盒为天根生化科技(北京)有限公司产品；DNA甲基化试剂盒为荷兰Qiagen公司产品；FACS Calibur型流式细胞仪为美国Becton Dickinson公司产品；iQ5型实时荧光定量PCR仪为美国Bio-Rad公司产品；Nano DropND-1000型分光光度计为美国Gene公司产品；紫外透射仪为南通其林贝尔仪器制造有限公司产品。

3．外周血CD4^+^ T淋巴细胞分选：乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝管取IRP患者及对照者外周血20 ml，应用密度梯度离心法分离外周血单个核细胞，加入5倍以上体积的PBS, 1 500 r/min离心(离心半径15 cm)10 min，洗涤细胞2次。计数细胞，约每1×10^7^个细胞中加20 µl CD4磁珠抗体，4 °C孵育20 min，洗涤2次，磁性条件下过柱，脱离磁场洗脱并收集细胞。经流式细胞术(FCM)验证分选细胞纯度均\>90%。

4．RT-PCR检测CD70 mRNA的表达水平：采用TRIzol一步法提取CD4^+^ T淋巴细胞总RNA，分光光度法检测RNA浓度。取2 µg RNA加入Oligo(dT)^18^ 1 µg、焦碳酸二乙酯水补充至12 µl, 70 °C水浴5 min，−20 °C静置30 s，依次加入5×RT缓冲液4 µl、RNA酶抑制剂20 U、脱氧核糖核苷三磷酸2 µl，37 °C水浴5 min，加入M-MLV逆转录酶200 U, 42 °C水浴1 h，70 °C水浴10 min逆转录为cDNA，以cDNA为模板扩增。引物序列：CD70上游引物：5′-TGCTTTGGTCCCATTGGTCG-3′，下游引物：5′-TCCTGCTGAGGTCCTGTGTGATTC-3′；内参β-actin上游引物：5′-GCACCACACCTTCTACAATGAGC-3′，下游引物：5′-GGATAGCACAGCCTGGATAGCAAC-3′。引物均由上海生工生物工程股份有限公司合成。PCR体系20 µl，反应条件：95 °C 15 min, 95 °C 15 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s，共50个循环。反应结束后做熔解曲线。荧光定量PCR结果以每个反应管内的荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数Ct值表示，基因相对表达量以2^−ΔΔCt^表示。每份样本均设3个复孔，实验重复3次。

5．FCM检测CD4^+^ CD70 ^+^/CD4^+^细胞比例：取EDTA抗凝新鲜外周血50 µl，试验管加入CD70-PE、CD4-FITC单抗各10 µl。对照管加入CD4-FITC、IgG1-APC同型对照各10 µl。4 °C避光孵育30 min，红细胞裂解液溶血后上流式细胞仪检测CD4^+^CD70^+^/CD4^+^细胞比例。每组设3个复管，实验重复3次。

6．FCM检测骨髓CD5^+^CD19^+^/CD19^+^细胞比例：取新鲜肝素抗凝骨髓液100 µl，检测管中加入鼠抗人CD5-FITC、CD19-PE单抗20 µl，室温避光孵育15\~30 min；加入2 ml红细胞裂解液，混匀后室温避光10 min; PBS液洗涤两遍，加入多聚甲醛4 °C固定30 min。对照管加入鼠抗人IgG1-FITC/IgG1-PE单抗各20 µl，方法同前。采用FCM检测骨髓CD5^+^CD19^+^/CD19^+^细胞比例。每组设3个复管，实验重复3次。

7．甲基化特异性PCR(MSP)检测CD70启动子甲基化水平：CD4^+^ T淋巴细胞的DNA提取用DNA提取试剂盒，按产品说明书操作，分光光度法测定DNA纯度及含量。采用DNA甲基化试剂盒进行重亚硫酸盐修饰并纯化。根据CD70启动子研究热门位点位置设计引物。引物序列：CD70甲基化正义链：5′-CGTGCGTATGTTATTTTTAGTTATTT-3′；CD70甲基化反义链：5′-TAAAAATACTCCCCAAATATTCGTA-3′；CD70非甲基化正义链：5′-CGCGTATGTTACTCCCAGCTACTC-3′；CD70非甲基化反义链：5′-TAAAAATACTCCCCAAATATTCATA-3′。产物长度均为176 bp。引物均由上海生工生物工程股份有限公司合成。反应条件：94 °C预变性5 min, 94 °C 30 s, 57 °C 40 s, 72 °C 30 s，共40个循环，72 °C延伸10 min。凝胶电泳分离产物，紫外透射仪下观察结果。

8．统计学处理：应用SPSS 17.0统计软件分析。计数资料比较采用χ^2^检验；正态分布计量资料以*x*±*s*表示，偏态分布变量以中位数(第一四分位数\~第三四分位数)表示，组间比较采用成组设计方差分析，如方差不齐采用多组间Kruskal-Wallis *H*法进行分析。采用Spearman法进行相关性分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．CD4^+^ T淋巴细胞CD70表达水平比较：初治组、恢复组、正常对照组3组CD70 mRNA的相对表达水平分别为2.314 (0.200\~6.084)、1.021 (0.135\~3.434)、0.353 (0.008\~2.258)，组间两两比较差异均有统计学意义(*P*值均\<0.05)。CD4^+^CD70^+^/CD4^+^的细胞比例分别为(7.46±1.51)%、(5.95±1.34)%、(1.83±0.60)%，组间两两比较差异均有统计学意义(*P*值均\<0.05)([图1](#figure1){ref-type="fig"})。

![流式细胞术检测CD70在免疫相关性血细胞减少症(IRP)患者CD4^+^ T淋巴细胞中的表达](cjh-36-08-666-g001){#figure1}

2．CD4^+^ T淋巴细胞中CD70启动子甲基化水平的比较：结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。初治组、恢复组及正常对照组间两两比较CD70启动子甲基化水平无显著差异，但初治组甲基化水平有低于恢复组及对照组的趋势。与正常对照组比较，IRP患者CD70启动子甲基化水平明显降低(*P*\<0.05)。

###### 免疫相关性血细胞减少症(IRP)患者CD4^+^ T淋巴细胞中CD70启动子甲基化水平

  组别          例数   甲基化例数   非甲基化例数   甲基化水平(％)
  ------------ ------ ------------ -------------- ----------------
  正常对照组     15        10            5             66.67
  IRP初治组      16        3             13            18.75
  IRP恢复组      19        6             13            31.58

3．相关性分析：IRP患者外周血CD4^+^ T淋巴细胞上CD70的表达率与骨髓CD5^+^CD19^+^/CD19^+^细胞比例呈正相关(*r*=0.533，*P*\<0.001)([图2](#figure2){ref-type="fig"})。

![免疫相关性血细胞减少症患者外周血CD4^+^ T淋巴细胞上CD70的表达与CD5^+^ B淋巴细胞比例的相关性](cjh-36-08-666-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

IRP是一类从其他骨髓衰竭性疾病中分离出来的自身免疫性血细胞减少症，目前研究认为是T淋巴细胞调控失衡、Th2细胞功能亢进导致B淋巴细胞数量、亚群、功能异常，进而产生骨髓造血细胞的自身抗体并抑制和(或)破坏骨髓造血，最终导致外周血细胞减少[@b5]--[@b6]。本课题组前期研究证实自身抗体所针对的靶抗原多为正常的细胞膜成分[@b7]，故推想其免疫遗传背景可能在IRP的发病中发挥重要作用。

CD4^+^ T淋巴细胞是一群异质性细胞，对细胞免疫及体液免疫均有调节作用。很多学者在对SLE、SSC等多种自身免疫性疾病进行研究后发现一些免疫相关性基因，如CD70，在自身免疫性疾病患者的CD4^+^ T淋巴细胞中表现为低甲基化及过度表达并导致自身异常免疫的发生、发展[@b8]--[@b9]。CD70是肿瘤坏死因子超家族中的一员，是B淋巴细胞的一种协同刺激因子，主要表达于活化的T、B淋巴细胞及成熟的树突细胞，通过选择性转录CD70主要激活淋巴细胞和树突细胞。CD70与其B细胞上的受体CD27的结合对B淋巴细胞的激活、分化、自身抗体的产生、记忆B细胞的产生都非常重要[@b4]。Brugnoni等[@b10]发现在慢性免疫活化情况下，CD70分子表达于大多数活化的T淋巴细胞膜表面，提示CD70可能在免疫异常导致的疾病中起重要作用。米向斌等[@b11]通过试验证实无论是蛋白水平还是转录水平，活动期、非活动期SLE患者外周血CD4^+^ T淋巴细胞的CD70表达均明显增加，且CD4^+^CD70^+^ T淋巴细胞阳性率与SLE疾病活动密切相关，证明CD70在SLE的发病过程中起关键作用。

本研究结果显示在IRP初治组CD4^+^ T淋巴细胞中CD70 mRNA相对表达水平及CD4^+^ CD70 ^+^/CD4^+^细胞比例均高于恢复组及正常对照组，恢复组亦高于正常对照组。正常对照组CD70启动子的甲基化水平分别高于IRP初治组及恢复组，但差异无统计学意义，可能与样本量不足有关。与所有IRP患者比较，正常对照组CD70启动子甲基化水平明显增高，差异有统计学意义。本课题组前期研究显示，IRP患者恢复组CD5^+^ B淋巴细胞比例较初治组显著降低，且恢复组胞质内抗凋亡蛋白Bcl-2的表达显著低于初治组[@b5]，提示IRP患者自身抗体的产生可能与B淋巴细胞及其亚群数量异常、凋亡受抑有关。同时，CD4^+^CD70^+^ T淋巴细胞阳性率常与自身免疫性疾病活动密切相关，那么CD5^+^ B淋巴细胞比例与CD4^+^CD70^+^ T淋巴细胞阳性率二者间在IRP患者中是否存在某些关系呢？经相关性分析我们发现CD4^+^CD70^+^／CD4^+^的细胞比例与CD5^+^CD19^+^/CD19^+^的细胞比例呈正相关。以上结果说明IRP患者CD4^+^ T淋巴细胞CD70启动子区域低甲基化水平导致CD70明显过表达，CD70过表达与B淋巴细胞的活化状态呈正相关，即CD70的表达随着治疗好转有下降趋势，提示CD70可能在IRP的发病过程中起重要作用。IRP患者中CD70的过表达是否与抗体产生有关，是否直接参与了IRP的发病有待进一步研究。
